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    鲎 又名马蹄蟹 是一种我国拥有的极其珍贵的海洋动物资源 在动物界屈指可数的活
化石中 它是经济价值和科研价值最高的一个种类 在它的蓝色血液中蕴藏着丰富的生物活
性物质 因而具有很好的开发应用前景  
    实验材料中国鲎从厦门市场购得 以 20mM 的茶碱为抗凝剂直接心脏穿刺法取血 采用
1000rpm 冷冻离心分离得出鲎血细胞,经 Sephadex G-50 凝胶层析与 CM-Sepharose CL-6B 离
子交换层析等方法,�从鲎血细胞中分离提纯鲎素 检查测定鲎素的抗细菌活性和抗肿瘤活
性 结果如下  
    1.抗细菌活性实验: 体外(in vitro)实验表明,�鲎素在较低浓度下就可抑制革兰氏阴
性菌(大肠杆菌 氧化绿脓杆菌)和革兰氏阳性菌(枯草芽孢杆菌 金黄色葡萄球菌)的生长
其中金黄色葡萄球菌 人体致病菌 相对于其它三种菌对鲎素更为敏感 由此可知 鲎素是
鲎血细胞用以抵抗入侵微生物的自我防御系统的主要组份  
    2.体内(in vivo)急性毒理实验: 用小白鼠为实验动物,以腹腔注射和皮下注射两种方
式给药所进行的鲎素活体急性毒理实验表明 在给药量高达 80 g/ml 时 小白鼠仍能活跃
生活 除皮下注射组在最高给药量 80 g/ml 时 个别小鼠有脱毛等现象外 并未观察到其
它异常生理现象发生,说明鲎素对正常活体毒性较小 可用于活体实验使用  
    3.抗肿瘤活性实验: 抗肿瘤实验表明鲎素对裸鼠皮下接种的�HL-60 肿瘤细胞有一定抑
制作用, 肿瘤抑制率约为 42.3 与对照组相比较 经鲎素皮下注射和腹腔注射处理肿瘤








                 1.  前  言 
 
憙搮洈 1.1 鲎的分类及地理分布憖 
    鲎,又名马蹄櫪蟹(horseshoe�crab),隶属于节肢动物门(Arthropoda)  
櫪有螯肢亚门(Chelicerata) 肢口纲(Merostomata) 剑尾目(Xiphosura)  
櫫早在古生代泥盆纪鲎就已出现 直到现在它的形态仍无重大变化 故崐人们称其为 活化
石 鲎在胚胎发育过程中要经过三叶幼虫阶段 崐说明它们是从古生代的三叶虫演化而来
所以有关鲎的生物学研究对崐于节肢动物的系统发生研究具有一定的意义攩[1]攪  
   现在地球上生存的鲎有三属四种,它们的分类地位如下  
    鲎科(Family Limnlidate) 
    (1)Subfamily Limulinae            美洲鲎亚科 
       攺 Limulus polyphemus 攼             美洲鲎 
    (2)Subfamily Tachypleinae         东方鲎亚科 
       攺 Tachypleus tridentatus 攼         东方鲎(中国鲎) 













       攺 Carcinoscorpins rotundicanda 攼   圆尾鲎攪攩[1,2,3]攪 




櫫东方鲎分布在我国沿海 故又名中国鲎 从浙江乍浦以南 到福建 崐台湾和广东均有分
布 但以福建 广东产的鲎个体大 数量多攩[1]�攪 崐除中国沿海地区外 东方鲎也有分
布在日本西部沿岸 同时 菲律宾崐各地 加里曼丹岛北部西岸及东岸 苏拉威西岛北部
爪哇岛东部 崐苏门答腊岛印度洋侧也有其踪迹 南方鲎和圆尾鲎以印度恒河河口附崐近为
西限 由此到东南沿海广大地区均为其生息地攩[2]攪  
 
   鲎的繁殖季节为每年 3 月到 10 月, 每当春末夏初 水温上升之际 崐鲎从深海游向沿岸
沙滩  挖穴产卵繁殖后代 在厦门地区 5 月份-9 月崐份都有鲎出现, 7-8 月份达高潮, 9
月份以后, 天气转冷水温下降,�鲎崐又陆续到深海去越冬攩[1]攪  
1.2. 鲎的研究 
    早在 19 世纪末国外就有学者开展鲎生物学研究 �我国周楠生 崐郑重(1950)最先发
表有关对厦门地区鲎研究的论文 以下着重介绍国崐内外有关鲎研究的概况  
1.2.1 鲎血细胞等形态学方面的研究 
     1927年 Loeb,L.等研究发现由鲎心脏采集的血液中,大约含有4 崐(V/V)血球,血球中
充满着很多颗粒,血球具运动性,所以称之为阿米巴崐细胞(变形细胞)(amebocytes)或颗粒
细胞(granulocyte)攩[6]攪 鲎血液崐中的细胞除极少数是含有血蓝蛋白的原蓝细胞
(cyanoblast)外,�其余崐约 99 的细胞是变形细胞攩[7]攪 有关变形细胞的超微结构问题
�Dumont崐等在 1966 年作过较早较仔细的观察 发现变形细胞大致为圆形或椭圆崐形 细
胞膜显现出三分层结构 核呈圆形或卵圆形 有时表面有浅的崐凹陷攩[9,10,11]攪 �从比
较生物学的角度可把这种变形细胞看作一种原崐始血细胞 1980 年左右的几年中,�日本筑
波大学的宾仓文夫和关口晃崐一等以东方鲎为材料, 从构造 组织化学性质 血球内成分的
免疫组崐织化学等不同角度来描述了鲎血球的种类和机能  
    同样 我国的科研工作者对鲎也进行了大量的研究 如福建医科崐大学的梁平 倪子绵
等对中国鲎变形细胞櫪做了超微结构方面的观察攩[9]攪  
櫫厦门大学汪德耀 方永强等报道了中国鲎变形细胞的细胞学 生物学崐特性及对细菌的反




    1956 年 Bang 等发现美国产美洲鲎血液遇革兰氏阴性细菌时会产生崐凝胶攩[13]攪 其
后Levin和Bang进一步研究发现,微量革兰氏阴性细菌内崐毒素也引起鲎血凝集反应,�而且
凝集反应有关的全部血液凝固因子都崐存在于血球中攩[14]攪 于是利用鲎血液的这一特性
发明了鲎试验法 近崐几年国内外都对此做了广泛的开发研究 美国于 1971 年开始建立海
上崐实验室,用在Chincoteague, Va附近 30 40尺深海处捕获的鲎,首次成崐功地大规模生
产鲎试剂 我国自 1975 年开始利用丰富的鲎资源提取鲎崐试剂,1977 年首次报导制备鲎试
剂成功,现厦门鲎试剂厂已可成批量生崐产标准化鲎试剂产品  
    鲎试验法是以鲎血变形细胞溶解物作为试剂 用以检测微量细菌崐内毒素的一种生物学















简称 LLT 试验 我国采用东方鲎制备鲎櫪试剂,简称为 TAL 试验(Tachypleus 
櫫 Amebocyte Lysate) �鲎试验法的应用随着研究的开展而日益广泛 崐从临床上各种体





    随着对鲎血细胞形态和功能研究的深入展开及各种生化分离方法崐的日趋成熟,�迄今
已从鲎血细胞溶解物中分离出多种活性多肽与蛋白崐质  
    Bang 等研究发现鲎血细胞与细菌内毒素 (Lipopolysaccharide,崐 LPS)接触后将导致
血细胞内凝集系统的激活 这一细胞内凝集系统由崐因子 C 櫨 櫫因子B 櫨 櫫凝固酶原等
几种丝氨酸蛋白酶原櫪及凝胶蛋白原组成攩[18]攪  
櫫当鲎血细胞遇到细菌 LPS 时, 首先 LPS 诱导因子 C 的激活, 因子 C 的活性崐形式因子 C
又使因子 B 激活为活性因子 B, 之后因子 B 再激活凝固酶原成 
为凝固酶, 凝固酶最后催化凝胶蛋白原转化成凝胶蛋白,�使鲎血液发 
生凝集攩[19, 20, 21,22,23]攪 除上述这些鲎血凝集系统中活性蛋白因崐子之外,�研究者
们近年来从鲎血细胞中分离提纯了的其它活性多肽和崐蛋白质如下: 1988 年 Takanori 
Nakamura�等提纯出一种多活性小肽鲎崐素櫪(tachyplesin)攩[34]攪;櫫活性蛋白凝集櫪素
(lectin) 櫫抗脂多糖因子(anti- 
LPS factor)攩 [18, 30, 31]攪 defensin 攩[33]攪 及 Complements 等等 所崐有这些活
性物质都是鲎用以抵御入侵微生物的自我防御系统的组成部崐分攩[24,25,26]攪  
    在鲎血细胞中发现了越来越多的各种活性物质 于是有了一个问崐题 这么多的活性物
质在结构简单原始的鲎血细胞中是怎样贮存? 如崐何发挥其生物学作用呢?前面也有提
到,99 的鲎血细胞是一种变形细崐胞, 因其中充满大量致密颗粒, 所以变形细胞又称为颗
粒细胞 颗粒崐细胞所含有的致密颗粒分成两种类型 大颗粒(L-granules)和小颗粒崐
(S-granules) 大颗粒较大(直径达 1.5 m),密度比小颗粒低,小颗粒崐直径小于 0.6 m 攩
[45,46]攪 1993 年 Takeshi S.�等设计一种连续蔗糖密崐度梯度离心方法首次从颗粒细胞
中将大 小颗粒分离出来 颗粒组份崐的分离分析表明 大 小颗粒所含有的多肽和蛋白质
在数量上具有特崐异性,即来自每一个颗粒的不同区位的蛋白质剖櫪面(Protein profiles) 
櫫櫪总是相同的櫨 櫪凝胶蛋白原(coagulogen)攩[47,48]攪櫨 櫪因子 C(factor C)攩
[49,50]攪  
櫫凝固酶原攩[51,52]攪及抗脂多糖因子攩[53,54]攪,�这四种主要成份协同存在崐于大颗
粒中, 而鲎素家族的多肽组份存在于小颗粒中 其中凝胶蛋白崐原和鲎素分别是大 小颗粒
中的主要组份 分别存在于大 小颗粒中崐的这些特征性蛋白质和多肽可用来作为研究 LPS�
介导的胞吐作用及颗崐粒在细胞内形成时的分子标记攩[55]攪  
    对鲎血细胞功能的进一步研究发现,鲎血细胞经 LPS 介导的胞吐作崐用释放大小颗粒内
活性物质就可参与抵抗入侵微生物攩[57,58,59]攪 由崐此可见鲎血颗粒细胞中的大 小颗
粒不但是上述多种生物活性物质的崐贮存库 而且是作为鲎血淋巴的主要防御机制来抵抗外
源微生物的入崐侵 曾用革兰氏阴性细菌攺 E.coli 攼和革兰氏阳性细菌攺 S.areus 攼测定
来自崐大 小颗粒的提取物的抗微生物活性 测定结果表明 来自小颗粒的崐含有大量鲎素
的提取物对上述二种类型细菌的生长有强烈的抑制作用 崐而来自大颗粒的提取物却只有很
















憙 1.3 鲎素族的研究憖 
    鲎素(tachyplesin)�是一类具有多种生物学活性的多肽家族的总崐櫪称櫨 櫪第一个鲎
素家族成员 tachyplesin 是于 1988 年由 Takanori Nakamura 




方面的研究一直处于国内领先地位 下面详细讨论有关鲎素的国崐内外研究进展  
1.3.1 鲎素生物化学结构及分子生物学研究 
    1988年 Takanori  Nakamura等从东方鲎血细胞残渣中分离提取出崐一种具强抗菌活性
的有 17 个氨櫪基酸的小肽,后将之定名为 tachyplesin  
櫫研究发现 tachyplesin 是一种阳离子多肽,在鲎血细胞溶解物中含量崐丰富,每只鲎血





    此后, 美 日两国的研究者们分别在亚洲鲎攺 (T. tridentatus, 
攺 Tachypleus gigas 攼, 和攺 Carcinoscorpius rotundicansa)攼和攺 Limulus 
攺 polyphemus 攼的血细胞中发现几种櫪 tachyplesin 的类似櫫物多肽:tachy- 









    其中櫪 tachyplesin 是存在于櫫亚洲鲎所有三个种属血细胞中的常见 
主要组成, 而 polyphemusin 和 仅在美洲鲎攺 L.polyphemus 攼中发现 崐就象以前报导
的不同种属的凝胶蛋白原的氨基酸序列比较所指出的一崐样攩[37,38,櫫 39,40,41]攪 上
述四种鲎素类似物多肽的氨基酸顺序也说明崐了亚洲鲎的三个种之间在进化关系上比同美
洲鲎更接近 研究发现 崐 tachyplesin 和 polyphemusin 多肽链上最多见的氨基酸替换发
生在Arg崐和Lys之间,说明维持一种基本结构特征对于鲎素生物活性而言是至关崐重要的
位于櫪 tachyplesins 和櫫 polyphemusins 氨基酸序列第 10 位和第 11 
位的 Gly 在进化上是高度保守的 攩3 攪 H-NMR�研究表明鲎素具有一种 发崐卡 状结构
该结构由在 Glu 残基部位形成的反向平行 -片层组成 崐因而位于中间部位的 Glu�残基对
于多肽分子三维结构的维持是很重要崐的  
    从 1990 年起,�国外研究者从分子生物学方面对鲎素进行基因克隆崐和多肽合成前体的
研櫪究攩[43,46]攪 Takeshi 等对编码鲎素多櫫肽前体的 mRNA 













体由 77 个氨基酸残基组成 至少有两类 mRNA 分别编码崐 tachyplesin 和 这一鲎素前
体由三部分肽段组成 即:一段具有崐 23 个氨基酸残基的肽段,一段带有胺酰信号
"Gly-Lys-Arg"的成熟肽段崐和羧基端含有一个酸性氨基酸簇的 34 个氨基酸的肽段 这些肽
段的存崐在说明成熟的鲎素多肽是通过进化保守的蛋白质加工机制产生 首先崐是信号肽的
释放 随后识别大段前体双碱性序列(Lys-Arg)�的加工酶崐在 20和 21 位置的 Arg-Asn 之间
进行剪切,第三由 B�型羧肽酶酶解释放出崐 Lys-19 和 Arg-20,最后由一类识别多肽羧基端
Glu 残基的酶催化氧化胺崐酰化攩[43]攪  
    各类组织提取的总 RNA 的 Northern blot 分析表明 鲎素前体只在崐鲎血细胞中表达
这一结果与只在鲎血细胞中发现高水平鲎素多肽的崐情况相一致 一种大小与在鲎血细胞中
所发现的转录本相同的 mRNA 也崐存在于心脏和脑组织中 但信号相对较弱 而肝胰腺 胃
肠 肌肉崐和基节腺等组织中的鲎素前体 mRNA 数量均极少攩[43]攪  
1.3.2 鲎素的生物学活性 
    如前所述研究表明,�鲎素是鲎血淋巴抵抗入侵微生物的自我防御崐机制重要组份 鲎素
在低浓度时就可抑制革兰氏阴性和阳性细菌的生崐长攩[43]攪 而目前已发现的其它鲎血细
胞活性物质都不具有这一特殊活崐性 鲎素的这种抗双性细菌的特性可作为其检验指标 除
具有抗细菌崐活性外,鲎素还能抑制真菌生长 1990 年 Takeshi 等发现鲎素能抑制象崐白色
念珠菌(攺 Candida albicans 攼)一类真菌的生长攩[43]攪  
    1993 年 Morimoto 等人最先报导櫪 tachyplesin 具有抑櫫制人类免疫缺 
陷病毒櫪 HIV 复制的活性攩[61 櫨]�攪 櫪这一重要发现引起众多相关研究櫨 櫪 Morimoto 
櫫等人工合成四种天然鲎素多肽及十六种人造鲎素类似物多肽并分别检崐测其抗 HIV 活性  
其中一些多肽在低浓度下就可明显抑制 HIV 对人体T 崐细胞的感染 tachyplesin 对 HIV-
櫫口腔疱疹病毒櫫和 A 型流感病毒崐均有抑制活性攩[61, 62]攪, 研究发现人工合成的
鲎素类似物多肽中 T 攬 11 攭 崐 T 攬 14 攭及 T攬 15 攭的抗 HIV 活性比它们的原始多櫪肽
tachyplesin 强 定名为 T 攬 22 攭 
櫫的多肽, 即[Tyr 攩 5,12 攪,Lys 攩 7 攪]-polyphemusin 具有最强的抗 HIV 活性  
T 攬 22 攪的抗 HIV50 抑制浓度(EC 攬 50 攭)是 0.008 g/ml,而其 50 细胞毒浓度崐(CC
攬50攭)是54 g/ml, 这样的数据已与目前用于治疗艾滋病(AIDS)病人崐的最有效药物AZT
相当櫨 櫫T攬 11攭櫨 櫫T攬 14攭櫨 櫫 T攬 15攭和 T攬 22攪都带有两个Cys-Tyr-Arg- 
Lys-Cys 重复序列和两个二硫键, 这种独特的结构可能与其强抗 HIV 活崐性密切相关  T
攬 22 攭的生化结构与任何一种已知的抗病毒化合物的结构崐都不相似攩[63]攪 最近研究
发现 T 攬 22 攭吸纳病毒后会立即进行病毒-细胞融崐合, 但这一事件仍需进一步研究,对 T
攬 22 攭抗病毒活性的研究可为病毒感崐染方面的研究提供重要线索 由于 T攬 22 攪的强抗
HIV 活性 高选择指标及崐其特殊的作用模式 T攬 22 攪将成为治疗和预防 HIV 感染的候选
药物攩[64]攪  
    目前尚未有鲎素与肿瘤细胞作用的报导 但从鲎中分离出几种同崐源凝集素(lectin)
能够使肿瘤细胞发生凝集反应 凝集素可作为多种崐生理活动的信息传递媒介 例如激活 T
淋巴细胞和 B 淋巴细胞攩[84]攪 与崐肿瘤细胞等变异细胞作用攩[85]攪, 参与细胞粘着攩




櫫 1994年德国Fischer�等从东方鲎血淋巴中提取出一种唾液酸特异性凝崐集素 实验发现, 
















    综上所述 多年来尤其是近十年 美国 日本和中国等世界各国崐学者对鲎进行了大量




性 因此 �充分利用鲎这一宝贵资源 崐大力开展鲎素药用价值的研究 具有十分广阔的
开发前景  
 
憙拑泭              2. 实验材料和方法 
 
洈搮 2.1 实验材料憖 
2.1.1 生物材料 
    中国鲎(攺 Tachypleus tridentatus 攼)鲎血淋巴是从厦门曾厝安渔村崐捕获的新鲜活
鲎采集  
    小白鼠 BALB/C 裸鼠及 HL 60 细胞购自厦门大学抗癌中心实验动崐物室  
    埃希氏大肠杆菌(攺 Escherichia coli, E. coli 攼) 氧化绿脓杆菌 
櫪(攺 Gluconobacter oxydans 攼) 櫫枯草芽孢杆菌(攺 Bacillus subtilis 攼) 金崐黄色
葡萄球櫪菌(攺 Staphylococcus 櫫 allreus攼)等菌株由厦门大学生物系微崐生物专业姚炳
新老师提供  
2.1.2. 主要试剂及配制 
    Sephadex G-50 和 CM-Sepharose CL-6B 购自 Pharmacia 生物制品公崐司 鲎试剂为厦
门鲎试剂厂产品 其余所用试剂均为化学分析纯试剂  
    (1)抗凝剂 
    采集鲎血所用的茶碱是浓度 0.02M 的 3 NaCl 溶液,用 0.05M Tris- 
HCl 缓冲液调 pH7.2 左右攩[68,69,70]攪 1.5 磅高压灭菌 30 分钟备用  
    (2)鲎素分离提取的缓冲液 
    含有 50mM NaCl 的 20mM Tris-HCl 缓冲液,pH8.0  
    20mM HCl 缓冲液,pH5.4 左右  
    20mM NaAc 缓冲液,pH6.0  
    含 1.5M NaCl 的 20mM NaAc 缓冲液,pH6.0  
    (3)鲎素的浓度测定的试剂 
    试剂甲: 
      A 液:  
            Na 攬 2 攭 CO 攬 3 攭        10g             NaOH     2g 
            酒石酸钾钠    0.25g           蒸馏水   500ml 
      B 液:  
            CuSO 攬 4 攭 5H 攬 2 攭 O    0.5g           蒸馏水   100ml 
    每次使用前将 A 液与 B 液按 50:1 比例混合即为试剂甲  
    试剂乙  
      6NKOH 
    牛血清白蛋白由厦门大学生物学系生物化学实验室提供 













    牛肉膏培养基配方: 
     蛋白胨    1            牛肉膏    0.3             
      NaCl     0.5          蒸溜水    100        � 崐    
      琼脂     2            调 pH7.2-7.4               
    (5)鲎素处理裸鼠肿瘤细胞光镜和电镜标本制备 
    0.135M 磷酸缓冲液 
    Hollande Bouin Fixative (Romeis 1948) 
    卡拉基氏(Carrazzi's)苏木素染液(汪德耀改良) 
    1 伊红染液 用 95 酒精配制 
    2.5 戊二醛固定液 
2.1.3. 主要仪器 
    (1)离心机(TGL-16G) 
    (2)Olympus BHS 型显微镜 
    (3)石蜡切片机 
    (4)核酸蛋白仪(ZW2080-A) 
    (5)梯度混合器(TH-250) 
    (6)分步自动收集器(BS-100A) 
    (7)恒温振荡器(THZ-C) 
    (8)721 型分光光度计 
    (9)超薄切片机(LKB-V) 
    (10)JEM-100CX 电子显微镜 
憙 2.2. 实验方法憖 
    鲎素提取与活性测定过程所用试剂  器皿均需无菌处理(高压灭崐菌 15 磅 30 分钟)
所有过程在无菌室内进行  
2.2.1 鲎血细胞的采集 
    将新鲜活鲎体表泥沙洗净, 用 70  酒精消毒头胸与腹部关节部崐位 用带一段塑料管
的 18G 注射针头直接刺入鲎心门,蔚蓝色鲎血液自崐行流入 500ml 接收瓶中,瓶内先装好 
200ml 左右抗凝剂, 采集过程中轻崐微震摇接收瓶, 使鲎血液与抗凝剂充分混合, 当鲎血
液与抗凝剂比例崐到 1:1 时, 另换一接受瓶攩[64,65,66]攪  




    将鲎血细胞悬浮于含 50mM NaCl的 20mM Tris-HCl 缓冲液中,�将此崐悬液倒入玻璃匀浆
器中充分匀浆 之后将匀浆液在 8000rpm 下 4 离心 
30 分钟,弃去上清液,收集的沉淀用上述缓冲液洗涤两次 洗涤后的沉崐淀悬浮于 20mM HCl
中, 将悬液例入玻璃匀浆器中再次充分匀浆,�将匀崐浆液在 8000rpm 4 离心 30 分钟, 收
集上清液,沉淀用 20mM HCl 重抽提崐两次, 同样收集上清液,最后弃去沉淀 �三次所收集的
上清液即为所崐需要的酸提取物  
2.2.2.2. Sephadex G-50 凝胶层析攩[71,72,73]攪 
    凝胶的选择 
















G-50 的工作范围(Mr)在 500-10000 分子量之间,所以考虑到鲎素为一分 
子量 2300 左右的小分子量物质,故采用高交联度凝胶即 Sephadex G-50  
    凝胶的预处理 
    凝胶使用前须在洗脱液内得到充分彻底地溶胀 本实验采用热溶崐胀法 即耗时短又可
达到灭菌目的 在沸水浴中 将湿凝胶浆逐渐升崐温至近沸 保持 2-3 小时 不能激烈搅拌
沸水溶胀后 �用无菌水洗崐涤数次 每次应将沉降缓慢的细小颗粒随水倾倒出去 以免在
装柱后崐产生阻塞现象 降低流速 洗涤后将凝胶放在洗脱液中待用  
    凝胶装柱 
    将长 100cm,直径约3cm的玻璃层析柱垂直装好,之后将已溶胀好的崐凝胶小心徐徐灌到
柱中,尽量一次装完,保证凝胶柱高 90cm  
    洗脱过柱 
    将酸提取物上 Sephadex G-50 柱,用 20mM HCl 溶液洗脱,�调整流速崐 40ml/h, 用核酸
蛋白仪在 280nm 处记录 �用自动分步收集器收集含鲎崐素组份攩[71]攪  
2.2.2.3 CM-Sepharose CL-6B 离子交换层析攩[73]攪 
    凝胶选择 
    鲎素为一类阳离子小肽,因此选用阳离子交櫪换剂 CM-Sepharose CL- 
櫫 6B  
    凝胶预处理及装柱 
    将凝胶悬浮于 20mM NaAc(pH6.0)缓冲液,�置于沸水浴中充分溶胀崐 2-3 小时,备用  
    将长 20cm,直径 1.5cm 玻璃层析柱垂直装好,�将溶胀好的凝胶徐徐崐装入柱中,直到凝
胶柱高 15cm,装好柱后用 20mM NaAc�缓冲液平衡层析崐柱隔夜  
    洗脱 
    将 Sephadex G-50 层析收集的含鲎素组櫪份先用 1M NaOH 调节 pH 为 6.0, 
櫫之后上柱 梯度混合器的两个容器中分别装入等櫪体积的含 1.5M NaCl 的 
櫫20mM NaAc缓冲液和20mM NaAc缓冲液,�将梯度混合器与层析柱连接进崐行线性梯度洗脱,
调节流速 80ml/h,最后用含 1.5M NaCl 的 20mM NaAc 缓崐冲液清洗层析柱 用核酸蛋白仪在 
280nm 处记录,�自动分步收集器收崐集鲎素组份,于 4 保存待用,长期保存放于-20 冰箱  
2.2.3 鲎素的浓度测定 
2.2.3.1 标准曲线制作 
    配制浓度为 250 g/ml 的结晶牛血清白蛋白溶液 10ml 取 11�支试崐管,按梯度加入牛
血清白蛋白标准溶液及蒸馏水,之后加试剂甲 5ml,混崐合后室温下放置 10 分钟, 再加试剂
乙 0.5ml, 立即混合均匀(混合速度崐要快,否则会使显色程度减弱),30 分钟后,以不含蛋白
质而试剂量相同崐的试管为空白对照,用 721 型分光光度计测定 650nm 处 OD 值  
    以蛋白质浓度为横坐标 OD 值为纵坐标作出标准曲线  
2.2.3.2. 样品浓度测定 
    将待测样品溶液按标准曲线制作的操作步骤进行,�由此测得的样崐品溶液 OD 值,查标
准曲线, 求得待测样品的浓度  
2.2.4 鲎素生物活性的测定 
2.2.4.1 鲎素抗细菌活性攩[74]攪 
    将斜面培养的细菌用适量无菌生理盐水洗脱下来,�用玻璃珠打散崐成团细菌, 得到均
匀细菌母液,稀释细菌母液浓度至 10 攩 6 攪个细菌/ml,置崐 4 冰箱待用  
    在每支试管中分别櫪加入 1ml 稀释菌液 1ml 不櫫同浓度梯度鲎素及 8ml 













1ml 菌液及 8ml 牛肉膏培养基的试管作为空白对照,用崐 721 型分光光度计测定 550nm 处各
试管细菌培养液的 OD 值  
2.2.4.2 鲎素活体急性毒理实验 
    选健康小白鼠 16 只,随机分成两组,每组8 只,按不同药物浓度分别崐给药 给药途径两
种 皮下注射及腹腔注射 即一组 8�只进行皮下注崐射给药,另一组 8 只腹腔注射给药 给
药一次后 观察期为 14 天,�每天崐记录小白鼠生理变化情况攩[76,77]攪  
2.2.4.3 鲎素体内抗肿瘤活性攩[76,77]攪 
    接种  
    选择 HL-60 肿瘤生长旺盛且无溃破,健康情况良好的皮下荷瘤动物,崐脱臼处死,固定于
手术板上,用碘酒 酒精消毒动物皮肤 无菌条件下崐在无菌超净台内剥离肿瘤 剥离出肿
瘤按一定比例(1:2 1:4),�加入崐无菌生理盐水,用组织匀浆器制成细胞悬液,用注射器于
裸鼠腋窝皮下崐接种 0.2ml 接种肿瘤前应用碘酒 酒精消毒接种部位的皮肤 �当裸崐鼠
皮下接种肿瘤长到可触摸到时,即可给药治疗  
    给药剂量 60 g/ml 
    给药途径 腹腔注射给药和皮下注射给药 
    治疗天数 14 天 
    动物个数 14 只 对照组 6 只,腹腔注射组 6 只 皮下注射组 2 只 
    疗效评价: 
    停药 24 小时后处死动物,解剖剥离瘤块,称瘤重  
    疗效评价公式  
 
                                   C 樣梺-槴-T 樣梺-槴泙 
                  肿瘤抑制率  ───── 100  
                                    C 樣梺-槴 
 
洈 式中 T 樣梺-槴为给药组平均瘤重; C 樣梺-槴为对照组平均瘤重  
2.2.4.4 鲎素抗肿瘤活性光镜和电镜样品的制备攩[93]攪 
    将裸鼠颈骨脱臼处死,快速解剖出瘤块 �用磷酸缓冲液清洗瘤块崐后 经 Bouin 固定液
固定 6-8 小时后, 按常规石蜡切片法切片 切片经崐卡拉基苏木素和 1 伊红对染 用
Olympus HB2 型显微镜观察拍照  
    同一标本按常规方法制备电镜样品 醋酸铀和枸椽酸铅双重染色 崐 JEM-100CX 电镜
观察摄影  
 
泭憙拑                3. 实验结果 
 
搮洈 3.1. 鲎素分离提取憖 
    从血细胞残渣制得的酸提取物过 Sephadex G-50�层析柱的初步分崐离结果如图 3.1 所
示,鲎素出现在低分子量分离组份中,�图中横线表示崐所要收集的分离组份 鲎素经
CM-Sepharose CL-6B 离子交换层析得到崐进一步分离纯化,如图 3.2 所示 鲎素分离提取步
骤及提取率在表�3.1崐中总结 可知 30g 湿重的血细胞中提取出 5.0mg 鲎素, 提取率大约
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拝    图 32. 富含 tachyplesin 组分的 CM-Sepharose CL-6B 离子交换柱曲线图  
 
             表 3.1 鲎素的分离提取过程及提取率                           
泿拝櫬       ┌───────┬────┬────┬────┬───┐ 
       │    提  取    │ 体  积 │ 浓  度 │总蛋白量│提取率│ 
       │    步  骤    │  (ml)  │ (mg/ml)│  (mg)  │ ( ) │ 
       ├───────┼────┼────┼────┼───┤ 













       │的酸提取物    │        │        │        │      │ 
       ├───────┼────┼────┼────┼───┤ 
       │Sephadex G-50 │   250  │  0.114 │  28.5  │  3.63│ 
       │              │        │        │        │      │ 
       ├───────┼────┼────┼────┼───┤ 
       │CM-Sepharose  │   500  │  0.010 │   5.0  │  0.32│ 
       │CL-6B         │        │        │        │      │ 
       └───────┴────┴────┴────┴───┘ 
                                                              崐  
 
 
洈憙搮櫫 3.2. 鲎素抗菌活性测定憖 
    选用四类细菌作为实验菌株,�其中两种革兰氏阴性菌株分别为埃崐希氏大肠杆菌和氧
化绿脓杆菌 两种革兰氏阳性细菌为枯草芽孢杆菌崐和金黄色葡萄球菌  
    各试管的鲎素样品浓度如表3.2所示,四类菌株的适宜培养时间及崐由550nm测定的OD
值如表 3.3 所示 表 3.4�表示出鲎素对四类菌的抑制崐效果 由表 3.4.所得半致死浓度在
表 3.5.中显示 泩 
 
拝櫩泩表 3.2. 各个试管中鲎素样品浓度 
┌────────┬───┬──┬──┬──┬──┬──┬──┬──┬──┐ 
│                │      │    │    │    │    │    │    │    │    │ 
│                │  1   │ 2  │ 3  │ 4  │ 5  │ 6  │ 7  │ 8  │ 9  │ 
│                │      │    │    │    │    │    │    │    │    │ 
├────────┼───┼──┼──┼──┼──┼──┼──┼──┼──┤ 
│     鲎  素     │165.8 │82.8│66.2│49.6│41.4│20.7│16.8│12.4│8.3 │ 
└────────┴───┴──┴──┴──┴──┴──┴──┴──┴──┘搮 
 
      櫫拝  表 3.3. 四种菌株不同培养时间下的生长情况(37 ) 
      ┌──────┬────┬───┬────┬────┐ 
      │            │埃希氏大│氧化绿│金黄色葡│枯草芽孢│ 
      │            │肠杆菌  │脓杆菌│萄球菌  │杆菌    │ 
      ├──────┼────┼───┼────┼────┤ 
      │     12     │ 0.155  │ 0.360│ 0.428  │  0.251 │ 
      ├──────┼────┼───┼────┼────┤ 
      │     15     │ 0.623  │ 0.946│ 0.698  │  0.548 │ 
      ├──────┼────┼───┼────┼────┤ 
      │     18     │ 0.740  │1.004 │ 0.816  │  0.635 │ 
      └──────┴────┴───┴────┴────┘ 
洈搮    由表 3.3.可知,进行鲎素抗菌活性测定时,四种菌株的培养时崐间在 15 小时最适
宜 泦 
 















│  试管号│      │      │      │      │      │      │      │      │      
│      │ 
│        │  1   │  2   │  3   │  4   │   5  │  6   │ �7   │  8   │  9   
│对  照│ 
│菌种    │      │      │      │      │      │      │      │      │      
│      │ 
泦├────┼───┼───┼───┼───┼───┼───┼───┼───┼
───┼───┤ 
│大肠杆菌│0.000 │0.000 │0.000 │0.000 │0.000 │0.208 │0.293 │0.372 │
0.494 │0.623 │ 
├────┼───┼───┼───┼───┼───┼───┼───┼───┼─
──┼───┤ 
│绿脓杆菌│0.000 │0.000 │0.000 │0.000 │0.001 │0.139 │0.253 │0.426 │
0.509 │0.946 │ 
├────┼───┼───┼───┼───┼───┼───┼───┼───┼─
──┼───┤ 
│金黄色葡│0.000 │0.000 │0.000 │0.000 │0.000 │0.004 │0.290 │0.445 │
0.540 │0.698 │ 
│萄球菌  │      │      │      │      │      │      │      │      │      
│      │ 
├────┼───┼───┼───┼───┼───┼───┼───┼───┼─
──┼───┤ 
│枯草杆菌│0.000 │0.000 │0.000 │0.000 │0.002 │0.160 │0.396 │0.443 │




拝櫫                 表 3.5. 鲎素的半致死浓度 
                ┌ ─ ─ ─ ─ ─ ─ ─ ┬ ─ ─ ─ ─ ─ ┐               崐                
│              │半致死浓度│              崐                │              
│  g/ml  │              崐                ├───────┼─────┤              
崐                │大肠杆菌      │20.7 10.4│               崐                
├───────┼─────┤              崐                │绿脓杆菌      
│20.7 10.4│              崐                ├───────┼─────┤              
崐                │金黄色葡萄杆菌│10.4 8.28│               崐                
├───────┼─────┤               
                │枯草杆菌      │20.7 10.4│               
                └───────┴─────┘              洈 
搮洈    从表 3.5 可看出金黄色葡萄球菌比其它三种菌株对鲎素更敏感  
    随着三步分离提取步骤的进行 tachyplesin 逐步得到纯化,同时崐由各步骤所得溶液
的抗菌能力也在逐步增强 表 3.6�所示为各步所对崐应的各个浓度梯度 表 3.7 为每步各
个浓度梯度的抗菌活性, 由表 3.7 














拝    表 3.6 各步骤所对应的浓度梯度 
搮泦┌───────┬──────────────────────┐ 
│   步  聚     │         序号及浓度梯度( g/ml)             │ 
├───────┼─┬──┬──┬──┬──┬──┬──┬──┤ 
│              │序│ 1.1│ 1.2│ 1.3│ 1.4│ 1.5│ 1.6│    │ 
│              │号│    │    │    │    │    │    │    │ 
│1.酸提取物    ├─┼──┼──┼──┼──┼──┼──┼──┤ 
│              │浓│ 50 │ 40 │ 30 │ 20 │ 10 │ 5  │    │ 
│              │度│    │    │    │    │    │    │    │ 
├───────┼─┼──┼──┼──┼──┼──┼──┼──┤ 
│              │序│ 2.1│ 2.2│ 2.3│ 2.4│ 2.5│ 2.6│ 2.7│ 
│2.Sephadex    │号│    │    │    │    │    │    │    │ 
│  G-50        ├─┼──┼──┼──┼──┼──┼──┼──┤ 
│              │浓│ 40 │ 30 │ 25 │ 20 │ 15 │ 10 │ 5  │ 
│              │度│    │    │    │    │    │    │    │ 
├───────┼─┼──┼──┼──┼──┼──┼──┼──┤ 
│              │序│ 3.1│ 3.2│    │    │    │    │    │ 
│              │号│    │    │    │    │    │    │    │ 
│3.CM-Sepharose├─┼──┼──┼──┼──┼──┼──┼──┤ 
│  CL-6B       │浓│ 10 │ 5  │    │    │    │    │    │ 





拝櫩 表 3.7. 各步骤各浓度梯度的抗菌活性泹 
┌───────┬───────────────────────────┐ 
│              │                                                      │ 
│              │           大肠杆培养液吸收值( :550nm)      � �  �   │
│              │                                                      │ 
├───────┼───┬───┬───┬───┬───┬───┬───┤ 
│    酸  提    │ 1.1  │ 1.2  │ 1.3  │ 1.4  │ 1.5  │ 1.6  │      │ 
│              ├───┼───┼───┼───┼───┼───┼───┤ 
│    取  物    │ 0.000│ 0.000│0.002 │ 0.072│ 0.186│0.191 │      │ 
├───────┼───┼───┼───┼───┼───┼───┼───┤ 
│  Sephadex    │ 2.1  │ 2.2  │2.3   │ 2.4  │ 2.5  │ 2.6  │2.7   │ 
│              ├───┼───┼───┼───┼───┼───┼───┤ 
│   G-50       │ 0.000│ 0.000│0.000 │ 0.006│0.0014│0.061 │0.179 │ 
├───────┼───┼───┼───┼───┼───┼───┼───┤ 
│CM-Sepharose  │ 3.1  │ 3.2  │      │      │      │      │      │ 
│              ├───┼───┼───┼───┼───┼───┼───┤ 
















櫫拝                表 3.8. 各步骤的大肠大杆菌半致死浓度 
               ┌─────────┬──────┐ 
               │    步    骤      │ 半致死浓度 │ 
               │                  │  ( g/ml)  │ 
               ├─────────┼──────┤ 
               │酸提取物          │  20 15    │ 
               ├─────────┼──────┤ 
               │Sephadex G-50     │ 12.5 10   │ 
               ├─────────┼──────┤ 
               │CM-Sepharose CL-6B│     5      │ 
               └─────────┴──────┘ 
搮憙 
憙洈 3.3. 鲎试剂分离提取结果及几个分离组分的抗菌活性憖憖 
    鲎试剂一般用于热原检测 是鲎血细胞的粗提物 由众多的活性崐物质组成 将厦门鲎
试剂厂购得的鲎试剂成品经过 Sephadex G -50�柱崐收集到三个含小分子量物质的洗脱峰,见


















                
拝洈图 3.3 鲎试剂的凝胶过滤曲线图 
 
搮洈    如图 3.3 所示,取 三个分离组份做样品 测定其抗菌活崐性,所用菌株为
埃希氏大肠杆菌 三种样品的浓度梯度序号如表 3.9 所崐示 其抗菌结果如表 3.10 所示
泦 
 
拝 表 3.9. 鲎试剂中三种样品的浓度梯度( g/ml) 
泦┌─────┬───┬───┬───┬───┬───┐ 













│          │  1   │  2   │  3   │  4   │   5  │ 
│          │      │      │      │      │      │ 
├─────┼───┼───┼───┼───┼───┤ 
│        │ 40.9 │ 20.4 │ 10.2 │  5.1 │  2.6 │ 
├─────┼───┼───┼───┼───┼───┤ 
│        │ 41.5 │ 20.8 │ 10.4 │  5.2 │  2.6 │ 
├─────┼───┼───┼───┼───┼───┤ 
│        │ 30.7 │ 15.4 │  7.7 │  3.8 │  1.9 │ 
└─────┴───┴───┴───┴───┴───┘ 
 
    櫫 表 3.10. 鲎试剂中三种样品的抗菌活性(550nm 吸收值表示) 
    泦櫫┌─────┬───┬───┬───┬───┬───┬───┐崐    │          
│      │      │      │      │      │      │ 
    │          │  1   │  2   │  3   │  4   │   5  │对  照│崐    │          
│      │      │      │      │      │      │ 
    ├─────┼───┼───┼───┼───┼───┼───┤崐    │    
    │ ── │ 0.094│ 0.466│0.489 │0.550 │0.584 │崐    ├─────┼─
──┼───┼───┼───┼───┼───┤崐    │        │ 0.038│ 
0.076│ 0.499│0.510 │0.553 │0.584 │崐    ├─────┼───┼───┼──
─┼───┼───┼───┤崐    │        │ 0.011│ 0.160│ 0.314│0.433 
│0.530 │0.584 │崐    └─────┴───┴───┴───┴───┴───┴
───┘ 
 
洈搮櫫洈    由表 3.10 可知,从鲎试剂中得到的三种分离组份櫪在浓度为 30 g/ml 崐櫫左
右均对革兰氏阴性菌大肠杆菌有较明显的抑制作用,�说明在鲎试剂崐中含有抗菌活性物
质,�这也是鲎试剂能够作为热原检测剂的原理基础崐所在  
憙 3.4. 鲎素抗肿瘤活性憖 
3.4.1. 鲎素急性毒理实验 
    本实验以健康小白鼠作为实验动物,�采用皮下注射和腹腔注射两崐种给药方式,每个浓
度注射 2 只小鼠 给药一次后观察 14 天,�观察小鼠崐生活 外形有无变化 泦 
 
           拝表 3.11. 鲎素急性毒理实验结果 
          ┌───┬───────────────────┐ 
          │给  药│           给药浓度及效果             │ 
          │方  式│                                      │ 
          ├───┼────┬────┬────┬────┤ 
          │皮  下│80 g/ml│60 g/ml│40 g/ml│20 g/ml│ 
          │      ├────┼────┼────┼────┤ 
          │注  射│      │      │      │      │ 
          ├───┼────┼────┼────┼────┤ 
          │腹  腔│80 g/ml│60 g/ml│40 g/ml│20 g/ml│ 
          │      ├────┼────┼────┼────┤ 
          │注  射│      │      │      │      │ 













洈    表中 表示未观察到小白鼠有什么生理变化 表示有变化 即皮崐下注射
组小白鼠在给药浓度为 80 g/ml 时,饲养 7 天后,�发现在注射药物部位皮毛崐脱落 皮肤红
肿 其它各未观察到有异常现象  
 
洈搮 3.4.2. 鲎素活体抗肿瘤实验 
    实验具体步骤见前节所述,�将药物处理过的裸鼠处死解剖出肿瘤崐称瘤重 见表 3.12
泦 
 
拝           表 3.12. 鲎素抗肿瘤活性结果 
           ┌─────┬──────────────────┐ 
           │  组  别  │        每只裸鼠的瘤重(g)           │ 
           ├─────┼───┬──┬──┬──┬──┬──┤ 
           │对照组    │1.17  │0.20│0.04│0.13│0.22│0.24│ 
           ├─────┼───┼──┼──┼──┼──┼──┤ 
           │腹腔注射组│0.065 │0.23│0.16│0.15│0.11│0.13│ 
           ├─────┼───┼──┼──┼──┼──┼──┤ 
           │皮下注射组│0.14  │0.20│    │    │    │    │ 
           └─────┴───┴──┴──┴──┴──┴──┘ 
 
搮櫫洈以腹腔注射组为例 肿瘤抑制率计算公式如下  
                C 樣梺-槴 T 樣梺-槴泙 
    抑瘤率 ────── 100 42.3  
                   C 樣梺-槴洈 
其中 T 樣梺-槴为药物组平均瘤重 C 樣梺-槴为对照组平均瘤重  
3.4.3. 鲎素抗肿瘤实验光镜和电镜标本分析 
    裸鼠处死后 立即取材固定 制作了石蜡标本切片 光镜观察见崐图版 为放大 4000
倍下对照组与处理组比较,�照片显示了对照组中崐间密集区细胞间排列紧密,约 4 个




肿瘤细胞 引起细胞形态结构方面明显可见的崐变化  
    电镜下照片如图版 所示,可明显看出处理后的 HL-60 细胞与对照崐组相比,有的核膜
突起包住细胞器 HL-60 细胞出现细胞质空泡化并消崐失 细胞核异染色质化, 形状不规则
细胞器消化 核固缩等损伤及崐死亡变化  
憙 3.5. 鲎素浓度测定标准曲线憖 
    表 3.13.�为用牛血清白蛋白测定标准曲线时每个试管所加试剂及崐 650nm 处 OD 值  
    根据表 3.13 制作的标准曲线如图 3.4 所录泭 
              
拝泤         表 3.13. 用小牛血清白蛋白制作标准曲线 OD 值                
        ┌──────┬───┬──────┬────┬───┐ 
        │            │      │250 g/ml 牛 │        │      │ 
        │            │蛋白质│血清白蛋白  │H2O(ml) │OD650 │ 
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